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紫云英非特异性转脂蛋白 AsIB259 的体外酶活性
及在共生固氮中的功能
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摘要 将紫云英AsIB259基因编码的一个预测的非特异性转脂蛋白 AsIB259(nsLTP,non-specificlipid
transferprotein)在大肠杆菌表达菌株Rosetta2(DE3)中进行了诱导表达,体外测定AsIB259蛋白的脂质结合动

力学特征,检测它对不同碳链长度脂肪酸及其衍生物的结合能力,进一步考查AsIB259超表达对紫云英毛根结

瘤情况的影响。结果表明:AsIB259具有转脂蛋白的典型特征,与16~22碳链长度脂肪酸的结合活性较强,对
茉莉酸也表现出一定的结合活性;AsIB259超表达导致根瘤数量增加1.5倍且固氮酶活性降低,说明该基因在

根瘤形成和固氮过程中发挥重要作用。
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  植物非特异性脂质转移蛋白(non-specificlipid
transferprotein,nsLTP)是广泛分布于多种植物中

的一类小分子分泌蛋白,在体外可与多种脂质结合。
它们含有高度保守的结构特征:由8个位点高度保

守的半胱氨酸残基形成4对二硫键和2个一致的五

肽模 体[1]。目 前 已 从 多 种 植 物 中 分 离 到10类

nsLTP,其 中 在 开 花 植 物 中 常 见 的 为 LTP1 和

LTP2两个家族[2]。两者二级结构基本相同,但在

分子质量、等电点和脂质转运活性等方面存在差异,
且序列同源性低于30%[3]。最初认为LTP的作用

是参与脂类的转运[4],但后来的研究发现,它们在植

物中以家族形式存在,在植物生长发育过程中发挥

了多种功能,如参与植物蜡质的合成和运输[5]、参与

角质层的形成[6]、增加细胞壁的延展性[7]、参与植物

对生物及非生物胁迫的抗性[8-9]、与花粉成熟有

关[10]、和钙调素结合起调控作用[11]等;最近还发现

LTP在根瘤菌与植物共生过程中发挥作用[12]。
豆科植物紫云英可与根瘤菌共生固氮,在紫云

英中存在一套与共生相关的功能基因[13]。在前期

工作中,我们利用抑制差减杂交从紫云英中分离得

到2个转脂蛋白基因AsE246和AsIB259。分子质

量和等电点预测结果表明,二者均属于LTP1,但它

们的 氨 基 酸 序 列 同 源 性 只 有 19%[14]。其 中

AsIB259编码蛋白预测大小为14.8ku,AsIB259
在根瘤中特异表达,其转录水平呈现先升高后降低

的趋势,在接种根瘤菌22d左右表达量达到最高,
在接菌40d之后表达水平明显下降[15]。这从一个

侧面说明了它可能与根瘤发育和固氮功能有关。本

研究将AsIB259编码蛋白在大肠杆菌中诱导表达,
测定了其脂质结合活性及与不同底物的结合能力,
并检测了该基因超表达对紫云英毛根结瘤表型及固

氮活性的影响,以期获得直接证据确证该蛋白的生

化性质及其在共生固氮过程中的功能表型。

1 材料与方法

1.1 材 料

大肠杆菌 (Escherichiacoli)表达菌株Rosetta
2(DE3)购自 Novagen公司,该菌株可以识别稀有

密码子;发根农杆菌 K599(Agrobacteriumrhizo-
genesK599)由华中农业大学生命科学技术学院张

忠明教授赠送;华癸中慢生根瘤菌 (Mesorhizobium
huakuii)7653R、表达质粒pET28a(+)和植物表达

双元载体pBI121均为华中农业大学微生物学国家
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pMD18-T购自TaKaRa大连有限公司。PCR仪为

Bio-Rad生产;荧光分光光度计RF-5301PC为岛津

公司产品;StepOneReal-timePCRSysterm 购自

ABI。ExTaq酶购自TaKaRa大连有限公司,T4连

接酶、各种限制性内切酶及反转录酶均购自Fer-
mentas公司。RNA抽提所用Trizol试剂购自In-
vitrogen公司,荧光定量试剂盒SYBRGreenReal-
timePCRMasterMix购自ApplliedBiosisterm公

司。DNA分子质量标准购自广州东盛生物科技有

限公司,蛋白质分子质量标准购自Fermentas公司。

P-96荧光探针 (1-芘月桂酸)由Invitrogen公司提

供,未标记的不同碳链长度的脂肪酸为 Aladdin公

司产品。
1.2 紫云英根瘤组织材料的采集和总 RNA 的提取

  紫云英种子先用70%的乙醇处理5min,再用

3%的NaClO处理10min,然后无菌水洗涤5~6
次,将消毒后的种子用无菌水浸泡2h后,平摊于含

有0.5%蔗糖和1.2%琼脂的平皿上,置于光照培养

箱中22℃条件下萌发。待胚根长至1cm左右时,
接种于无菌花盆中培养,子叶展开后接种M.huakuii
7653R。所有植株均用无氮营养液浇灌。接种后

28d,收集根瘤,用Trizol试剂 (Invitrogen)提取根瘤

总RNA,经DNaseⅠ处理后于-80℃保存备用。
1.3 AsIB259 大肠杆菌表达载体的构建

以接种后28d的根瘤组织总RNA为模板,用

oligo(dT)18引物进行反转录得到cDNA,以引物5′-
CATGCCATGGTAATAATTATGGAAGCTAA-
CAATGG-3′和5′-CCGCTCGAGCTTTCTCCAT-
TCTGTTTCAGTG-3′PCR 扩 增 去 掉 信 号 肽 的

AsIB259编 码 区。扩 增 产 物 经 回 收 连 入 载 体

pMD18-T,PCR和测序验证后,用 NcoⅠ 和XhoⅠ
双 酶 切,插 入 同 样 经 双 酶 切 的 原 核 表 达 载 体

pET28a(+)中,得到重组表达载体pET259。
1.4 AsIB259 在大肠杆菌中的诱导表达

重组 质 粒 pET259 转 化 大 肠 杆 菌 Rosetta
2(DE3),经菌落PCR和酶切验证,选择阳性转化子

测序。挑取测序正确的阳性克隆的单菌落,接种于

20mL含有50mg/L卡那霉素的LB液体培养基

中,200r/min振荡培养过夜,以1%的接种量转接

到250mLLB液体培养基中,37℃、200r/min振

荡培养至 D600达到0.4~0.6,加入终浓度为0.1
mmol/L的IPTG,16℃诱导过夜后,离心收集菌

体,经压力破碎后,上清用镍柱纯化,得到的蛋白样

品经超滤后溶于10mmol/LMOPS缓冲液。
1.5 重组蛋白的脂质结合动力学分析和体外脂质

结合活性测定

  1)重组蛋白的脂质结合动力学。将纯化后的重

组蛋白溶于10mmol/LMOPS(pH7.2)缓冲液中

制成酶液,终浓度为0.5μmol/L,进行脂质结合动

力学分析:取3mL酶液加入荧光测试杯中,加入20

μLP-96荧光探针 (30μmol/L),使其终浓度为0.2

μmol/L,立即进行荧光测定。激发波长为343nm,
发射波长为378nm,自动记录10s内P-96的荧光

强度变化。

2)重组蛋白脂质结合活性测定。取3mL重组

蛋白酶液,加入荧光测试杯中,然后加入不同体积的

P-96母液,测定荧光强度的变化,以不含 AsIB259
的 MOPS缓冲液作为对照。
1.6 不同碳链长度脂肪酸与重组蛋白的竞争结合

实验

  采用未标记荧光的不同碳链长度的脂肪酸进行

竞争性结合实验,这些脂肪酸包括:脱落酸、茉莉酸、
月桂酸 (C12)、豆蔻酸 (C14)、软脂酸 (C16)、硬脂

酸 (C18)、花生酸 (C20)、山俞酸 (C22)。分别将这

些脂肪酸溶于乙醇,使其终浓度均为3mmol/L。
在荧光测试杯中加入3mL0.5μmol/L的酶液,再
加入50μLP-96母液使其终浓度为0.5μmol/L,此
时记录最大荧光强度值。然后向测试杯中加入不同

体积的未标记脂肪酸,检测荧光强度变化。
1.7 AsIB259 超表达载体的构建

  以 引 物 5′-GCTCTAGAGCATGGTGAT-
GAACTTCAAAGTTACTA-3′和 5′-CGGGATC
CCGTTACTTTCTCCATTCTGTTTCAGGT-3′扩
增两端带有BamHⅠ和XbaⅠ酶切位点的AsIB259
编码区序列,产物经回收后克隆到pMT18-T载体,
测序正确后用BamHⅠ和XbaⅠ双酶切,正向连接

到植 物 双 元 载 体 pBI121 上,得 到 超 表 达 载 体

pBI259。
1.8 发根农杆菌介导的紫云英毛根转化实验

  将超表达载体和空载体分别用电转化法转入发

根农杆菌 (Agrobacteriumrhizogenes)K599,在含

有100mg/L卡那霉素和50mg/L链霉素的LB平

板上筛选。挑选阳性克隆,接入添加了100mg/L
卡那霉素和50mg/L链霉素的20mLLB液体培养

基中,200r/min振荡培养过夜。然后将200 mL菌

液接种于100mL不含抗生素的LB液体培养基中,
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振荡培养至D600达到1.0。将萌发5d的无菌苗从

下胚轴中部切断,在上述菌液中侵染10min,吸干

多余菌液后置于 MS平板上共培养。共培养3d
后,转到含有500mg/L羧苄青霉素的 MS培养基

上继续培养。约3周后,将每条毛根的根尖进行

GUS染色,剪去未转化的根,使每株植株保留1~3
条转基因毛根。然后将植株转入无菌花盆,饥饿培

养3d后,接种野生型 M.huakuii7653R菌株进行

结瘤试验,以转化了空载体的毛根为对照。

2 结果与分析

2.1 AsIB259 大肠杆菌表达载体的构建

为了检测AsIB259是否具有脂质结合活性,我
们将该蛋白在大肠杆菌中表达并体外检测其脂质结

合活性。以接种后28d的根瘤组织总 RNA为模

板,RT-PCR扩增得到去掉信号肽的AsIB259编码

区序列,预期大小为399bp,琼脂糖凝胶电泳显示

扩增产物符合预期大小(图1A)。重组表达质粒

pET259用NcoⅠ 和XhoⅠ双酶切,琼脂糖凝胶电

泳 (图1B)显示有2条带,其中1条位于400bp处,
用NcoⅠ单酶切得到1条带。将双酶切得到的400
bp条带测序,结果证明与AsIB259完全一致,说明

载体构建成功。

 A:去掉信号肽的AsIB259基因的琼脂糖凝胶电泳,泳道1、2:

AsIB259基因A:AgarosegelelectrophoresisofAsIB259without

signalpeptide,Lane1,2:AsIB259gene;B:重组质粒pET259的

酶切验证,泳道1:NcoⅠ 和XhoⅠ双酶切验证,泳道2:NcoⅠ单酶

切验证 B:EnzymaticdigestionofrecombinantplasmidpET259,

Lane1:DigestionbyNcoⅠandXhoⅠ,Lane2:DigestionbyNco

Ⅰ.M:DNAmarker.

图1 大肠杆菌表达载体pET259的酶切验证

Fig.1 Theenzymaticdigestionofexpression

vectorpET259

2.2 重组蛋白在大肠杆菌中的表达和纯化

将原 核 表 达 载 体 pET259 转 入 大 肠 杆 菌

Rosetta2(DE3),以0.1mmol/LIPTG诱导16h,
破碎细胞后,将上清、沉淀和总蛋白样品进行SDS-
PAGE电泳检测,结果发现重组蛋白主要存在于总

样和上清中(图2)。重组蛋白的C端带有 His-tag
标签,因此上清蛋白用镍柱纯化,得到重组蛋白。将

纯化后的蛋白用SDS-PAGE电泳检测,其大小约

15ku,与预期相符。

 泳道1:重组菌诱导后的总蛋白 Totalproteinsofrecombinant

strain;泳道2:重组菌诱导破碎后的上清蛋白Proteinsinsuperna-
tantoftherecombinantstrainafterinductionandcrushing;泳道

3:重组菌未加IPTG诱导的总蛋白 Totalproteinsofrecombinant

strainwithoutinductionbyIPTG;泳道4~10:纯化后的 AsIB259-

His重组蛋白RecombinantAsIB259-Hisproteinsafterpurification.

图2 AsIB259蛋白在大肠杆菌中诱导表达的

SDS-PAGE电泳检测

Fig.2 SDS-PAGEdetectionofrecombinantprotein
AsIB259expressioninE.coli

2.3 重组蛋白的脂质结合动力学特征

当20μLP-96荧光探针加入重组AsIB259蛋

白溶液后,溶液的荧光强度迅速增加,达到半数最大

值的时间约为4s,6s之后进入平台期,荧光强度不

再增加 (图3)。这一曲线的特征与谢万钦等[16]报

道的白菜CaMBP-10和Guerbette等[17]报道的玉米

nsLTP与P-96结合的动力学曲线特征一致,说明

AsIB259具有典型的转脂蛋白特性。

图3 AsIB259重组蛋白与P-96结合的动力学曲线

Fig.3 Kineticsofthebindingofrecombinant

proteinAsIB259toP-96
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2.4 重组蛋白体外脂质结合活性

在重组蛋白酶液中加入不同体积的P-96荧光

探针,测定 AsIB259的体外脂质结合活性,以不含

AsIB259的 MOPS缓冲液作为对照。P-96在水溶

液中所发荧光极弱,当进入nsLTP分子的疏水空穴

并与之结合后,荧光大大增强,然而当第2个脂肪酸

分子 (P-96)进入时,荧光开始淬灭[16]。我们的检

测结果表明AsIB259与P-96的结合符合这一典型

特征,如图4所示:随着P-96浓度的增加,荧光逐渐

增强,直至最大,当P-96>1.2μmol/L,荧光强度不

再增加。

图4 重组AsIB259蛋白的脂质结合活性

Fig.4 Lipid-bindingactivityofrecombinant

proteinAsIB259

2.5 重组蛋白与不同脂肪酸底物的结合活性

利用未标记的脂肪酸与P-96荧光探针竞争结

合重组蛋白检测荧光强度变化,结果显示各脂肪酸

均可以和P-96竞争结合重组蛋白,但是竞争结合能

力根据其碳链长度不同表现出一定差异性 (图5)。
与较短碳链长度的脂肪酸相比,碳链长度为16~22
个碳原子的脂肪酸竞争结合能力更强,其中16个碳

原子的脂肪酸竞争结合能力最强。另外,重组蛋白

对茉莉酸也表现出一定程度的亲和性,而脱落酸的

竞争结合能力较弱。

图5 不同脂肪酸与重组AsIB259蛋白的竞争结合能力

Fig.5 Competitionabilitiesbetweendifferentfattyacids

bindingtotherecombinantproteinAsIB259

2.6 AsIB259 超表达对紫云英毛根结瘤表型的

影响

  取接种根瘤菌 M.huakuii7653R30d后的超

表达和对照嵌合型植株各10株,收获根瘤,采用

Real-timeRT-PCR方法检测超表达效率,引物为

5′-TCTTTCTGCTGTTGC-3′ 和 5′-CGAGT-
GAGATGACGAGGC-3′,结果如图6所示。超表

达根瘤中,AsIB259的转录水平平均为对照根瘤的

3.5倍,说明该基因被超表达。盆栽结果表明对照

和超表达的发根均正常结瘤,接种后30d观察转化

植株地上部分发现,超表达植株与对照植株相比长

势稍好,但差异不显著(图7A)。然而分别从不同植

株上采集超表达和对照发根各10根,统计根瘤数量

发现:超 表 达 发 根 平 均 根 瘤 数 量 增 加 为 对 照 的

1.5倍,二者在根瘤颜色和形态上无显著差别(图7
A、C)。以上结果说明:AsIB259超表达对结瘤具有

促进作用。

 荧光定量RT-PCR方法检测接种30d根瘤中的超表达效率,对

照为转化了空载体pBI121的根瘤 Thetranscriptlevelinnodules

at30dafterinoculationwasdetectedbySYBRquantitativeRT-

PCRandnodulestransformedbyemptypBI121servedasthecon-

trol.

图6 AsIB259在根瘤中的超表达效率检测

Fig.6 TheefficiencyassayofAsIB259

overexpressioninnodules

2.7 AsIB259 超表达对根瘤固氮酶活性的影响

收获接种根瘤菌7653R30d后的对照和超表

达嵌合型植株各9株,剪去地上部分,收集地下部分

(包括毛根和根瘤),利用乙炔还原法测定固氮酶活

性,结果(图8)表明:超表达根瘤的固氮酶活低于对

照根瘤,只有对照组的2/3。这一结果与2种类型

植株地上部分的长势情况相符,虽然超表达毛根结

瘤数量较多,但其根瘤的固氮酶活却低于对照组,因
此2种植株地上部分长势并无显著差别。
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  A:对照和超表达植株的根瘤数量比较,以转化了空载体pBI121的嵌合型植株为对照,图中数据为接种后30d,分别统计10株对照

和10株超表达植株得到的平均值,不同字母代表在P<0.05水平差异显著 Nodulenumbersoncontrolandoverexprsioncomposite

plants.CompositeplantstransformedwithemptypBI121servedasthecontrol.Thedatarepresentedtheaveragevalueoftencontrol

plantsortenoverexpressiononesat30dafterinoculationandthedatawithdifferentlettersaresignificantlydifferentatP<0.05;B:对

照和超表达植株的结瘤情况比较,左:对照植株,右:超表达植株 Nodulationphenotypeofcontrolandoverexpressioncompositeplants.

Left:Control,Right:Overexpressionplantlets;C:B图的局部放大图,左:对照植株,右:超表达植株 MagnificationofB.Left:Control,

Right:Overexpressionplantlets.

图7 AsIB259超表达对毛根结瘤的影响

Fig.7 TheeffectofAsIB259overexpressiononhairyrootnodulation

 各取9株接种后30d的对照和超表达嵌合型植株,测定根瘤固

氮酶活,对照组为转化了空载体pBI121的根瘤,重复3次 After

inoculationfor30d,ninecontrolandnineoverexpressionplantlets

wereharvestedrespectivelyfornitrogenaseactivityassay.Com-
positeplantstransformedwithemptypBI121servedasthecon-
trol.Thedatarepresentedtheaveragevalueofthreereplicates.

图8 AsIB259超表达对根瘤固氮酶活的影响

Fig.8 TheeffectofAsIB259overexpression
onrootnodulenitrogenaseactivity

3 讨 论

AsIB259是我们前期分离、克隆获得的1个紫

云英根瘤特异表达的结瘤素基因,其编码蛋白具有

典型的nsLTP结构域,预测其为nsLTP1家族成

员。本 研 究 将 AsIB259 在 大 肠 杆 菌 Rosetta2
(DE3)中成功表达并纯化,证实了该蛋白确实具有

nsLTP的生物活性,而且该蛋白的超表达影响了根

瘤数量和固氮酶活性。
植物非特异性转脂蛋白广泛分布于各种植物

中,来自豆科植物的LTP 基因早有报道,例如绿豆

(Phaseolusmungo)的1个 LTP 基 因[18],菜 豆

(Vignaunguiculata)的pvr3[19],还有被认为与共

生早期相关的苜蓿 MtN5[20]等。但是有关其功能

的研究一直以来鲜有报道,直到2009年Pii等[12]提

供了有力的试验证据证明苜蓿 MtN5确实与共生

固氮有关。最近该研究小组又提出 MtN5的作用

发生于结瘤因子之后,可能参与皮层细胞中与根瘤

菌侵染相关的信号传递,调控根瘤菌的侵染[21]。虽

然同属于nsLTP,AsIB259却有着不同于 MtN5的

特 点:MtN5属 于 LTP2家 族,而 AsIB259属 于

LTP1家族;更重要的是 MtN5在侵染早期即有表
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达且在根和根瘤中均表达,而AsIB259只在根瘤中

特异表达,这暗示着它们二者之间可能具有不同的

功能或作用机制。
在病原菌和植物的互作过程中,LTP在植物抗

性应答的信号途径中发挥重要作用。它可与多种脂

肪酸及其衍生物如水杨酸和茉莉酸等结合,参与植

物防御反应。Maldonado等[22]提出拟南芥的1个

nsLTP(DIR1)可传导1种重要的信号,且DIR1可

以通过与1个脂类来源的分子互作来促进这种长距

离的信号传递。Pii等[23]也提出 MtN5和DIR1等

一些nsLTP成员组成了LTP家族中一个新的亚家

族,即和脂质信号传递相关的LTP亚家族。Buhot
等[24]对烟草LTP的研究发现,虽然它可以和多种

脂肪酸及其衍生物结合,但是只有与茉莉酸的结合

最有效。本研究中,重组蛋白AsIB259在体外也可

以和茉莉酸结合,而茉莉酸等在共生固氮过程中可

能调控结瘤和根瘤发育[25];另一方面,本研究观察

到AsIB259在紫云英毛根中超表达导致根瘤数量

增加、固氮酶活降低。这些结果启示我们:AsIB259
在共生固氮过程中的功能机制是否与茉莉酸信号的

传递途径有关,或者与其他某种 (些)脂类发生互

作,从而在紫云英等豆科植物与根瘤菌的共生固氮

中发挥关键作用,这些科学问题均需要深入研究。
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Activityinvitroandfunctionofanon-specificlipidtransferproteinAsIB259
fromAstragalussinicusinsymbioticnitrogenfixation

LIYi-xing WANGJian-yun SHIXiao-feng CHENDa-song LIYou-guo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract AsIB259encodesaputativenon-specificlipidtransferproteininAstragalussinicus.
AsIB259proteinwasoverexpressedinEscherichiacoliRosetta2(DE3)andthekineticsoftherecombi-
nantproteinbindingtoP-96fluorescenceprobewasexamined.Simultaneously,itscapacityofbindingto
differentfattyacidsandfattyacidderivativeswasmeasuredaswell.Furthermore,thesymbioticpheno-
typeassociatedwithAsIB259overexpressionwasinvestigated.TheresultsshowedthatAsIB259dis-
playedhighbindingactivitytowardfattyacidswith16-22carbonchainlength;anditsoverexpressionin
hairyrootsledtoanincreaseof1.5-foldnodulenumber,buttoadecreaseofnitrogenaseactivity.There-
sultsindicatedthatAsIB259mayplayanimportantroleinnodulationandnitrogenfixation.

Keywords non-specificlipidtransferprotein;AsIB259;proteinexpressioninvitro;lipidbinding
activity;symbioticnitrogenfixation
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